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Muriner anti Idiotyp-Antikorpers oder anti Idiotyp-Antikorper aus 
der Ratte des humanen monoklonalen SC-1 Antikdrpers 

0 * 

i ■ 

Die Erfindung betrlfft einen aus der Maus oder aus der Ratte gewon- 
nenen anti Idiotyp-Antikorper. Des weiteren sieht die Erfindung ein 
Verfahren zur Herstellung des anti Idiotyp-Antikorpers sowie ver- 

* • 

schiedene Verwendungen des anti Idiotyp-Antikorpers vor. 

« 

* ■ 

Hintergrund der Erfindung 

Der Bekampfung von Tumoren mit Hilfe humaner monoklonaler Anti- 
. korper wird eine groSes Potential zugemessen. Diese AntikSrper be- 
hindern das weitere Wachstum von Krebszellen oder hehmen EinfluS 
auf die biologische Steuerung der Krebszellen und leiten dabei deren 
Absterben (Apoptose) ein. Die Herstellurig dieser humanen mono- 
klonalen Antikorper basiert auf der Isolierung von Antikorpern, die 
Bestandteil der Immunantwort von Krebspatienten sind. Mit Hilfe der 
sogenannten Hybridomtechnik gelingt es, den Antikorper in groBeren 
Mengen und, vor allem in monoklonaler Form zu erhalten. 

i 

■ i 

k 

Durch den Einsatz der Hybridomtechnik gelang bereits vor einiger 
Zeit die Gewinnung des humanen monoklonalen Antik6rpers SC-1 , 
einem igM-Antikerper, der spezifisch mit Magenkarzinomzellen rea- 
giert und ohne SchSdigung gesunder Zellen, spwohl in vitro als auch 
. in vivo, gezielt Apoptose von Tumorzellen induziert (Vollmers et al., 
Tumor-specific apoptosis induced by the human monoclonal antibody 
SC-1 : A new therapeutical approach for stomach cancer, Oncology 
Reports 5: 35-40, 1998). 

r 

Der Einsatz des Hybridomveriahrens zur Generierung bestimmter 
anti Idiotyp-AntikSrpern ist ebenso aus dem Stand der Technik be- 
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kannt. Verfahrensbedingt haingt die Schaffung anti Idiotyp-Antikorper 
exprimierender Hybridomzellen wesentlich mit von der VerfQgbarkeit 
entsprechend immunisierter B-Lypmphozyten bzw. von der VerfQg- 
barkeit der zur Immunisierung verwendeten Substanz ab. Naturge- 
maB ist bereits die Identifikation und Charakterisierung einer zur Im- 
munisierung geeigneten Substanz, wie z.B. der humane monoklo- 
nale SC-1 Antikdrper, mit groBem Aulwand verbunden, dazu gehort 
unter anderem das Auffinden einer geeigneten Myelomzelle als Fu- 

1 

sionspartner fQr die B-Lymphozyten. ■ 



Definitionen und Beg riff e 

^ntikorper" sind Immunglobulin (Ig)-MolekQle, die jeweils zweijden- 
tische leichte und zwei identische schwere Ketten aufweisen und 
durch Disulfid-Brucken miteinander verbunden sind. Jede der Ketten 
enthSIt eine Region von etwa 1 10 Aminosauren mit variabler Se- 
quenz, wahrend der verbleibende Rest jeder Kette einen Bereich mit 
konstanter Sequenz aufweist. Die variablen Regionen von leichter 

und schwerer Kette ihrerseits umfassen jeweils mehrere hypervaria- 

• > 

ble Regionen, welche fQr die Bindung der Antigene verantwortlich 
sind. Die spezielle Ausbildung der hypervariablen Regionen, die 
auch als complementarity-determining regions bezeichnet werden, 
bestimmen die spezifischen Eigenschaften des Antikorpers. Die 
einen Antikorper aufbauenden funktionellen Fragmente werden ab- 
gekQrzt mit Vl, V Hl F v , Fc, Fab, Fab', and F(ab') 2 bezeichnet. 



Die ^ybridoma-Technik" ist ein Verfahren, das die Herstellung 
monoklonaler Antikorper, insbesondere auch humaner monoklonaler 
Antikorper, ermoglicht Das Verfahren beruht auf der in-Vitro- 
Gewinnung von zellularen Hybriden, die durch Zellfusion von nor- 
malen Lymphozyten mit unbegrenzt lebens- und teilungsfahigen 
Myelomzellen gewonnen werden. Die hierbei erzeugten Hybridom- 



Zellen weisen die Eigenschaften beider Elternzellen auf. Dement- 
sprechend besitzen sie die Fahigkeit der Lymphozyten, Antikorper zu 
produzieren, und die Fahigkeit der Myelomzelle zur unbegrenzten 
Teilung und damit zur Produktion der Antikorper in groBen Mengen 
(Kohler, Millstein, Nature 1 975, Vol 256, 495). 

* 

Jede aus der Fusion resultierende Hybridzelle stellt monoklonale An- 
tikorper her, dessen Spezifitat von der ursprunglicheh Lymphozyten- 

* 

Zelle bestimmt wird. Die Hybridom-Zellen werdeh vermehrt und dann 
diejenigen selektiert, welche Antikorper der gewQnschten Spezifitat 
produzieren. Die Kultivierung dieser Auswahl und deren Isolierung 
fuhrt zu hochspezifisch reagierenden AntikSrpern, welche nur mit 
einer bestimmten aritigenen Determinante reagieren. Monoklonale 

Antikorper, welche spezifisch an Antigene von Tumoren binden, er- 

» 

offnen daher vielversprechende Moglichkeiten fur Diagnose und The- 
rapie von Tumorzellen. 

* 

Unter „ldiotypie" versteht man die genetisch bedingteVariantenbil- 

< . ■ 

dung von intramolekularen Strukturen in der variablen Regionen von 
Immuno-Globulinen, wobei die genaue genetis'che Basis der idiotypi- 
schen Variability ist hur teilweise aufgeklart ist. Idiotypische Varia- 
tionen betreffen die Aminosauresequenz und Proteinstruktur (sog. 
Determinanten) insbesondere im Bereich der, auch als Idiotop be- 
zeichneten, Antigen-Bindungsstelle. Der Beg riff „ldiotyp" bezeichnet 
den yollstandige Satz der Determinanten einer variablen Region ei- 
nes AntikOrpermolekQIs. . 

* 

Bei den individuell auftretenden Idiotypen handelt es sich urn Ami- 

■ 

hosauresequenzen, die in der Regel spezifisch fur alle von einem B- 
Lymphozyten gebildeten monoklonalen Antikorpern sind. 
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Beschreibung der Erfindung 

* • 

Die Aufgabe der Erfindung besteht vor dem beschriebenen Hinter- 
grund in der kostengQnstigen Schaffung eines Stoffes, der den 
Nachweis des humanen monoklonalen SC-1-Antikorpers im Rahmen 
biochemischer Experimente, pharmakologischer Tests und/oder in 
der Labordiagnose erlaubt. DarOber hinaus ist der Einsatz des erfin- 
dungsgemaGen Stoffes als Vakzin vorgesehen. 
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Zur Losung der Aufgabe wird ein anti Idiotyp-AntikSrper generiert, 
der dadurch gekennzeichnet ist, dass der anti Idiotyp-AntikSrper 

- den humanen monoklonalen SC-1 -Antikorper oder 

- Fragmente des humanen monoklonalen SC-1-Antikprpers 
spezifisch bindet. 



Der erfindungsgemSBe anti Idiotyp-Antikorper Wird als anti SCT- 

■ 

Idiotyp-Antikorper bezeichnet, wobei der aus der Maus gewonnene 

* * ■ 

anti SG-1 -Idiotyp-Antikorper auch als muriner anti SC-1-ldiotyp- 

* 

Antikorper bezeichnet warden kann. 



Der Kerngedanke der Erfindung besteht in der Generierung eines 
anti SC-1-ldiotyp-Antikorpers, der die Bindungsstelle des Rezeptors 
fQr den humanen monoklonalen SC-1 Antikorper imitiert (engl.: n mi- 

» * * 

micing") und diesen spezifisch bindet. Aufgrund der spezifischen 
Bindung eignet sich der anti SC-1 -Idiotyp-AntikOrper fQr den Nach- - 
weis des humanen monoklonalen SC-1-Antikorpers im Rahmen bio- 
chemischer Experimente, pharmakologischer Tests oder bei der 
Labordiagnose. Zu diesem Zweck werden humane monoklonale SC- 
1 Antikorper fQr die Immunisierung von Mausen oder Ratten verwen- 

* 

det, deren B-Lymphozyten mit Myelomzellen der Maus oder der 
Ratte zu einer unsterblichen Hybridomzelle fusioniert werden. Vor- 
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teilhafter Weise erhalt man so eine unsterbliche und kostengunstig 

< 

kultivierbare Hybridpmzelle, die den anti SC-1 Idiotyp-AntikSrper ex- 
primiert. 

* 

■ * » 

Eine weitere Eigenschaft des erfindungsgemalien Stoffes ist die 
spezifische Bindung des anti SC-1-ldiotyp-Antik6rpers an CD5 posti- 
ve B-Lymphozyten. 

4 

I 

Die im nachfolgenden Verfahren gewonnene Hybridomzelle, die den 
anti ldiotyp-SC-1-Antikorper exprimiert, d.h. herstellt wurde bei der 
Deutschen Sammlung von Mikroorgahismen und Zellkulturen GmbH 
(DSMZ) in Braunschweig am 6. November 2003 unter der Bezeich- 
nung 6/22-10-30-13 hinterlegt. 

; 

Generierbar ist der erfindungsgemaBe anti ldiotyp-SC-lTAntikorper 
durch ein Verfahren, das durch Einsatz entsprechender Hybridom- 
Zellen erster Generierung, hergestellt durch Fussion von B- 
Lyphozyten mit Myelom-Zellen erster Generierung, wobei die kulti- 
vierten Hybridom-Zellen erster Generierung jeweils monoklonale 
humane IGM Antikorper exprimiereri; das Verfahren zur Generierung 
des anti SC1-ldiotyp-Antik6rpers ist dadurch gekennzeichnet, dass 

- die flOssigen Oberstande der kultivierten Hybridom-Zellen er- 
ster Generierung zur Isolation der monoklonalen humanen 
lgM-Antik6rper gereinigt werden, 

- Mause Oder Ratten mit dem gereinigten monoklonalen hurna- 

. ■ 

nen IgM-Antikorper immunisiert werden, 

- die fOr die nachfolgende Generierung isolierten B- 
Lymphozyten der bis zu vier Tagen nach der letzten Immuni- 
sierung getoteten Mause oder Ratten isoliert werden, 

- die isolierten B-Lymphozyten einer nachfolgenden Generie- 
rung mit Myelomzellen der Maus oder der Ratte unter Bedin- 
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gungen in Kontakt gebracht werden, die zu einer Fusion fOh- 
ren aus der die Hybridom-Zellen der nachfolgenden Generie- 

* 

rung hen/orgehen 
• - die Hybridomzelleri der nachfolgenden Generierung kultiyiert 

werden, 

- die flussigen Oberstande der monoklonalen Hybridom- 
Zellenkulturen der nachfolgenden Generierung nach be- 

« 

stimmter Inkubationszeit auf die Anwesenheit von idiotypen Ig- 

* ■ 

Antikorpern getestet werden, ' 

- die in den flussigen Oberstande der kultivierten Hybridom- 
Zellen der nachfolgender Generierung enthaltenen idiotypen 
Ig-Antikorper-auf ihre spezifische Bindung an den von. den 
Hybridomzellen erster Generierung expremierten humanen 
monoklonalen Antikorper getestet werden, und 

' • - * ■ 

- die in den flussigen Oberstande der kultivierten Hybridom- 
Zellen der nachfolgenden Generierung enthaltenen idiotypen 
Ig-AntikOrper-auf ihre spezifische Bindung an verschiedene 
lgM-Antik6rpern hin untersucht werden. 

■ 

Wenn im genannten Verfahrerisprotokoll Zellen als „Zellen erster 
Generierung" und als ..Zellen nachfolgender Generierung" bezeichnet 
werden, so istfur den Fachmann War, dass damit vorhergehende 
und nachfolgende Zellgenerationen gemeint sind. Die Wahl der 
Worter „erster" und nachfolgender" bezieht sich nicht auf ein be- 
stimmtes Alter oder eine bestimmte Passagenzahl der Zellen, son- 
dern soli lediglich den Zeitrang der im Verfahren eingesetzten Zelien 

4 

kennzeichnen. 

In einer Weiterbildung des Verfahrens werden die B-Lymphozyten 
erster Generation, die humanen Ursprungs sind, aus einem lym- 
phathischen Organ wie der Milz oder des Lymphknotens eines Kar- 
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zinompatienten entnommen. Die fur die Herstellung des humanen 
monoklonalen SC-1 -Antikorpers verwendeten B-Lymphozyten, wur- 
den aus den Milzzellen eines Patienten mit Siegelringzellkarzinom 
des Magens gewonnen. Die B-Lymphozyten aus der MHz dieses Pa- 
tienten wurden mit Heteromyelomzellen SPM 4-0 fusioniert. Alterna- 
te ist auch die Gewinnung der B-Lymphozyten aus dem Blut eines 
Karzinompatienten denkbar. 

- ■ 

Die im Rahmen des Verfahrens verwendeten Hybridomzellen erster 
Generierung exprimieren den humanen monoklonalen SC-1- 
Antikarper oder ein funktionelles Fragment davon. Entscheidend da- 
bei ist, dass die Aminosauresequenz der durch die Hybridomzellen 
erster Generierung exprimierten SC-1-Antik6rper substanziell mit der 
bekannten Aminosauresequenz des humanen monoklonalen SC-1- 

♦ 

Antikorpers Qbereinstimmt. Die Aminosauresequenz des humanen 
homoklonalen SC-1 -Antik5rpers lasst sich der nachfolgend genann- 
ten Veroffentlichung entnehmen: (Vollmers et al. , Tumor-specific 
apoptosis induced by the human monoclonal antibody SC : 1: A new 
therapeutical approach for stomach cancer, Oncology Reports 5: 35- 
40, 1998). 

Es. ist durchaus denkbar, dass die von den Hybridomzellen erster 
Generierung exprimierten Aminosauren nur Teilen des humanen 
monoklonalen SC-1 -Antikorpers entsprechen. Als funktionelle Frag- 
mente des humanen monoklonalen SC-1 -Antikorpers kommen die 
einen Antikorper aufbauenden Gruppen V L V H , Fv, Fc, Fab, Fab', 
• F(ab') 2 in Frage. 

Es liegt im Rahmen des zur Gewinnung des erfindungsgemalien 
Stoffes angewandte Verfahren, dass zur Reinigung der Hybridom- 
Oberstande erster Generierung die verschiedenen dem Fachmann 
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bekannten Reinigungsverfahren fOr Polypeptide eingesetzt werden. 
Infrage kommen z.B. die Affin'rtatschromatographie, die ionenaus- 
tauschchromatographie oder die Gelfiltration! Naturlich ist auch eine 
Kombination der genannten Reinigungsverfahren in aufeinanderfol- 
. gender Reihenfolge denkbar. Mit der Reinigung ist naturgemaB auch 
eine Konzentrierung des Stoffes verbunden. Im Grunde genommen 
•kann im Zusammenhang mit dem genannten Reinigungsverfahren 
auch von einer Isolation des humanen monoklonalen Antikorpers 
gesprochen werden. Es versteht sich von selbst, dass die Reinigung 
der IgM-Hybridom-Oberstande erster Generierung'den zur Immuni- 
sierung dertiere vorgesehenen humanen monoklonalen SC-1- 
Antikdrper in seinen Immunisierenden Eigenschaften nicht wesent- 
lich verandern durfen und im wesentlichen der Aminosauresequenz 
. des SC-1-Aniik6rpers in der veroffentlichten Form entsprechen. 

• if * 

• • • ' 

Im allgemeinen erfolgt Immunisierung dann, wenn die B- 
Lymphozyten mit der immunisierenden Substanz in Kontakt kom- 
men. Im vorliegenden Verfahren wird dieser Kontakt vorzugsweise 
durch intraperitoneale Injektion des gereinigten humanen mohbklo- 
halen SC-1 -Antikorpers hergestellt. Altemativ kbnnte die Immunisie- 
rung auch durch intravenose injektion oder in vitro direkt an isplierten 
B-Lyphozyten erfolgen. 

FUr den Fachmann ist selbstverstandlich, dass die Immunisierung 

i 

nach einem festgelegten Schema erfolgt. Die Vorgaben zur Ge 

» 

wahrleistung der Reproduzierbarkeit im Rahmen der Immunisierung 
sind aus der Fachliteratur bekannt. Zur Gewinnung der B- 
Lymphozyten einer nachfolgendeh Generierung werden die Mause 
oder Ratten im vorliegenden Verfahren bis zu vier Tagen nach der 
letzten Immunisierung getetet. 



Zur Gewinnung muriner anti ldiotyper-SC-1-Antikfirper werden vor- 
zugsweise BALB/C Mause mit gereinigtem humanen monoklonalen 
SC-1 -Antikorper Immunisiert. Die aus diesen Mausen isolierten B- 
Lymphozyten einer nachfolgenden Generierung werden mit NS/O 
Myelomzellen in Polyethylenglykol fusioniert. Bevorzugt wird die 
Verwendung von PEG-1 500. Grundsatzlich ist denkbar, dass die 
Zellfusion alternativ durch die derri Fachmann bekannte Elektrosti- 

mulation (mit Hilfe eines Fusionsgenerators) erfolgt. 

.» 

* 

■ 

Es versteht sich von selbst, dass zur Gewinnung von anti Idiotyp- ! 
Antikorpern der Ratte die aus der Ratte gewonnenen B-Lymphozyten 

■ ■ < • 

einer nachfolgenden Generierung mit Myelomzellen einer Ratte fu- 
sioniert werden. ■ 

* * 

i 

t ■ 
I 

Die flOssigen Gberstande der herangewachsenen Hybridomzellen 
einer nachfolgenden Generierung werden unter Einsatz der dem 
Fachmann bekannten ELISA Technik auf die Anwesenheit von Ig 
Antikorpern getestet. Mit Ig Antikorper sind hier IgM, IgA und IgG- 
Antikorper gemeint. Der Test erfolgt nach ca. 3 Wochen. 

1 » ■ 

i 

Der erfindungsgemaSe anti ldiotyp-SC-1 -Antikorper lasst sich zur 

■ , * 

Durchfuhrung immunhistochemischer Farbungen einsetzen. Denkbar 
ist auch der Einsatz zur Durchfuhrung der dem Fachmann bekannten 
FACS-Analysen mit Hilfe eines fluoreszenzaktivierten Zellsorters. 

« 

Insbesondere lasst sich der erfindungsgemaSe Antikorper zur Identi- 
fikation CD-5 positiver B-Lymphozyten einsetzen. 

t 

In kommerzieller Hinsicht besonders interessant ist der Einsatz des 
erfindungsgemaBen Antikorpers zur Durchfuhrung pharmakokineti- 
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scher Tests, z.B. der Einsatz des erfindungsgema&en Antikorpers 
zum spezifischen Nachweis des SC-1 -Antikorpers im Blut. 

Da der anti Idiotyp SC-1 -Antikorper die Bindungsstelle des SC-1- 
AntikSrper spezifischen Rezeptors imitiert, ist der Einsatz des erfin- 
dungsgema&en Antikorpers zur Auffindung von Substanzen (z,B. 
. Antikorper und aktiver chemischer Verbindungen mit dem Potential 
zur Herstellung eines Arzneimittels) im Hochdurchsatz - Screening 
denkbar, die SC-1 ahnliche Bindungseigenschaften aufweisen. In 
Zell-Testsystem konnten unter Verwendung des erfindungsgerria&en 
Antikorpers Substanzen getestet werden, die eine ahnliche Wirkung 
wie der humane monoklonale SC-1 -Antikorper haben. 



Weiterhin ist der Einsatz des erfindungsgemaften Antikorpers zur 

« * 

Vakzination denkbar, da der anti SC-1-ldiotyp-Antikorper das tumor- 

t 

spezifische Antigen imitiert (Mimiking) welches der Antikorper SC-1 

4 

erkennt 
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Material und Methoden 

ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay) 

- ELISA-Platte vorbeschichten mit dem PrimarantikQrper (1 Oug/ml 
gereinigter SC-1 Antikorper verdtinnt in PBS) 

- 50 jxl pro well .. .. 

* 

- ELISA-Platte abdecken und uber Nacht bei 4°C lagern 

- am nachsten Tag ELISA-Platte 2 x mit PBS waschen 

s 

- 1 00 \i\ RPMI-1 640 (mit 1 0%FCS) pro well und fur 1 h bei RT ste- 

hen iassen 

- 2 x mit PBS/0,05%Tween waschen : . 

- 50 |al RPMI-1 640 als Negativkontrolle (2 wells, Doppelbestim- 

mung) 

- 50 nl der Proben (2 wells, Doppeibestimmung) nebeneinander 

pipettieren 

- 1 h im Brutschrank inkubieren 

* 

- 2 x mit PBS waschen 

» 

■ 

- 2 x mit PBS/0,05% Tween waschen 

- 2 x mit PBS waschen 

- 50 uJ des Sekundarantikorpers (Peroxidase konjugiert) pipettieren 
(Peroxidase konjugierter rabbit anti mouse Ig 1 :2000 in 

PBS/Tween) 

- 1h mit im Brutschrank inkubieren 

- 2 x mit PBS waschen 

- 1 x mit PBS/0,05%Tween waschen 

i » 

- 2 x mit PBS waschen 

a 

- 2 x mit Citratpuffer waschen 

- zum Auswerten: OPD Tablette (Dakp, Hamburg) in Citratpuffer 
I6sen + H2O2 (3 ml Citratpuffer + eine Tabl. + 5 ul H 2 0 2 ) 

* 

- 50 jil Farbstoff in jedes Well pipettieren 
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bei positiver Reaktion (gelbe Farbung) mit 10 pi 3 M H 2 SQ 4 stop- 
pen 
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Kryokonserviertes Gewebe schneiden (4pm) 

r 

Objekttrager nach dem Schneiden mindestens 2h trocknen las- 
sen 

Objektrager 10 min in Aceton stellen 
30 min trocknen lassen 

3 x mit Tris/NaCI waschen und anschlie&end 5 min in Tris stehen 

' ' ! 

lassen 

mit 1 00 pi Milchpulver (5 % in PBS) absattigen fQr 1 5-30 min . 

■ 

in Tris/NaCI tauchen 

1 00 pi des jeweiligen 1 . Antikorpers: anti Idiotyp AntikQrper (Hy- 
bridomflberstand unverdQnnt) ' 

^ fQr Negativkontrolle RPMI-1 640/1 0%FCS 
fur Positivkontrolle CK8 1 :50 mit BSA/PBS 

i 

Oder CAM 5.2 1 :10 mit BSA/PBS 



(BSA 0,5 % in PBS ) 



30 min inkub. lassen 



3 x mit Tris-NaCI waschen 

1 00 jil des jeweiligen 2. Antikorpers: 

* 

-> Rabbit Anti Maus'lg Peroxidase konjugiert 
70 % PBS + 30% Humanserum + 1 :50 
AntikSrper 

30 min inkubieren lassen 

3 x mit Tris/NaCI waschen 

Objektrager 1 0 min in PBS stellen 

1 DAB-Tablette (Sigma, MOnchen) und 1 H 2 0 2 Tablette in 1 ml 
Leitungswasser losen 
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- 1 00 nl Substrat auf die Objektrager pipettieren und fOr 1 0 min in- 
kubieren lassen 

- mit H 2 0 dest. spulen 

■ 

- Objekttrager fur 5 min in Hamalaun stellen 

* 

- 15 minfliefcend wassern 

- Objektrager in H 2 0 dest. stellen und mit Glyceringelatine eindek- 

* 

■ 

ken 

■ 

> ■ 

• « 

* 

Immunhistochemische Fluoreszenz-Doppelfarbung 

% 

Die indirekte Imunfluoreszenz Methode dient der Darstellung ver- 
schiedener Antigene auf einem Praparat. 4pm dicke Schnitte von 
kryokonserviertem riumanem lymphatischen Gewebe werden 10 min 
mit Aceton fixiert. Die FSrbung verlauft in zwei Schritten. Im ersten " 
Schritt werden die Kryoschnitte fur jeweils 30 min mit einem murinen 
anti Idiotyp-AntikOrper als Primarantikdrper und einem FITC konju- 
giertem rabbit anti mouse AntikSrper (1:40 in PBS, pH 7,3) als Se- 
kundarantikorper beschickt. Es folgt eine 60 minutige Inkubation mit 
einem unkonjugierte'n rabbit anti mouse AntikSrper (1 :50 in PBS, pH 
7,3) urn freie Bindungsstellen des ersten An'tikSrpers abzusattigen. 
Im zweiten Schritt werden als Primarantikorper Pan-B-lymphocyte 
(1:50 in PBS, pH 7,3), mouse anti CD5 (1:50 in PBS,. pH 7,3) oder 
mouse anti human IgM (1:100 in PBS, pH 7,3) und als Skundaranti- 
karper ein TRITC konjugierter rabbit anti mouse Antikorper (1 :20 in 
PBS, pH 7,3) auf die Kryoschnitte pipettiert. Nach jedem Inkubati- 
onsschritt wurden die Praparate 15 min mit PBS, pH 7,3 gewaschen. 
Die Praparate werden mit einem Fluoreszenzmikroskop ausgewertet. 
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Weitere Merkmale der Erfindung lasseri sich den nachfolgenden Be- 
spielen entnehmen. Die besprochenen experimentellen Ergebnisse 
sollen die Erfindung jedoch nur erlautern und nicht einschranken. 

i . . 

Durch das in Figur 1 gezeigte Experiment wurde der immunologische 
Ursprung des gering mutierten, nicht affinitatsgereiften Antikorpers 
SC-1 durch die Generierung eines murinen monoklonalen anti SC-1- 
Idiotyp-AntikSrpers charakterisiert. Durch Immunisierung von BALB/C 
Mausen mit affinitats-gereinigtem SC-i-Antik6rper und anschlieBeri- 

■ * ■ 

der Immortalisierung der Milzlymphozyten kpnnte ejn monpklonaler 
lgG1 MausantikSrper gewpnnen werden, der ausschlieftlich mit dem 
SC-1 IgM reagiert. Eine ausfQhrliche ELISA Analyse mit unterschied- 
lichen kommerziellen und eigenen IgM-AntikQrpern gab keinerlei 
Hinweis der Kreuzreaktion mit.anderen Immunglobulinen. Durch im- 
munhistochemische Doppelfarbung mit dem anti Idiotyp-AntikSrper 
und einem anti-CD5-Antikorper konnte gezeigt werden, dass es sich 
bei den Zellen, welche durch den anti Idiotyp-Antikorper erkannt 
werden, um CD 5+ B-Lymphozyten handelt. 

* 

* 

♦ 

In Figur 1 ist eine Immunfluoreszenz Doppelfarbung gezeigt. Die 
fluoreszsierende Zelle wird sowohl von dem anti Idiotyp-Antikorper 
(Fig.1 A) als auch von dem rabbit anti human IgM-Antikdrper (Fig. 1 
B) erkannt. Fig. 1 C, D zeigen das Ergebnis der Immunfluoreszenz 
Doppelfarbung mit dem anti SC-1 -Idiotyp-Antikorper und einem anti r 
CD5-Antik6rper. Die beiden vom anti Idiotyp-AntikSrper (Fig.- 1C) 
markierten Zellen werden auch von dem anti-CD5-Antikorper (Fig. 
1 D) erkannt. Folglich handelt es sich bei den Zellen, welche durch 
den anti SC-1 -Idiotyp-Antikorper erkannt werden, uni CD5+ B- 

• - 

Lymphozyten. 
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Des weiteren konhte durch die in Figur 2 gezeigte immunhistochemi- 
sche Untersuchungen mit dem anti SC-1-ldiotyp-Antikorper auf nor- 
malen lymphatischen Geweben nachgewiesen werden, dass es sich 
bei SC-1 urn eihen nicht nur vom autologen Organismus, sondern 
urn einen auch von gesunden Menschen gebildeten Idiotyp handelt 
In Figur 2 kann man erkennen, dass sowohl die autologe SG-1-Milz 
als auch die Milz eines SC-1-negativen Magenkarzinompatienten 
sowie die Milz eines gesunden Probanden eine Expression des Idio- 
typs zeigt. Da SC-1 nicht nur auf lymphatische Organen von Karzi- 

* • ■ 

nompatienten exprimiert wird, sondern auch von gesunden Proban- 
den handelt es sich bei SC-1 demnach urn einen AntikQrper, der im 
Rahmen der „first line of defense" von Zellen des angeborenen Im- 

I 4 

munsystems sezerniert wird. 

■ 

< 

Die einzelnen Abbildungen der Immunperoxidase-Farbung zur Ana- 
lyse der Expression des anti Idiotyp^AntikSrpers auf lymphatischem 
Gewebe in Figur 2 zeigen: A: negativ-Kontrolle auf autologer Milz. B: 
anti SC-1-ldiotyp-Antikorper auf autologer Milz. C: anti SC-1 -Idiotyp- 

« 

Antikorper auf der Milz eines Magen-karzinompatienten dessen Kar- 
zinom das von SC-1 erkannte Antigen nicht exprimiert. D: anti Idio- 
typ-Antikorper auf der Milz eines Gesunden. 
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Patentanspruche 



» 



1. Anti Idiotyp-Antikdrper, dadurch gekennzeichnet class der anti 
Idiotyp-Antikorper 

- den humanen monoklonalen SC-1 Antikorper oder 

- Fragmente des humanen monoklonalen SC-1-Antikorpers 
spezifisch bindet. 



2. Anti ldiotyp-Antik6rper nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeich- 
net, dass der anti-ldiotyp SC-1 -Antikorper spezifisch an CD 5 po- 
sitive B-Lymphozyten bindet. 
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3. Anti Idiotyp-Antikfirper nach Anspruch 1 oder 2, dadurch ge- 

i 

kennzeichnet, dass der anti Idiotyp-AntikSrper von Hybridomzell- 

1 

linie, die am 06. November 2003 mit der Bezeichnung „6/22-10- 
20-13" bei der DSMZ (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen 
und Zellkulturen GmbH, Braunschweig hinterlegt wurde, experi- 
mentiert wird. 
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4. Die Hybridomzelllinie mit der Zugangsnummer, die am 06. No- 
vember 2003 mit der Bezeichnung „6/22-1 0-20-1 3" bei der DSMZ 
(Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen 
GmbH, Braunschweig hinterlegt wurde. 



30 5. Anti Idiotyp-Antikorper gemalJ einem der vorhergehenden An- 

sprQche, dadurch gekennzeichnet, dass der anti Idiotyp- 
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* 

Antikorper nach dem in Ansprtichen 6 bis 19 beanspruchten 
Verfahren generierbar ist. 

6. Verfahren zur Generierung eines anti Idiotyp-Antikorpers.aus der 
Maus oder aus der Ratte durch Einsatz entsprechender Hybri- 
dom-Zellen erster Generierung, hergestellt durch Fusion von B- 
Lymphozyten mit Myelom-Zellen erster Generierung, wobei die 
kultivierten Hybridom-Zellen erster Generierung jeweils mdnoklo- 
nale humane lgM-Antik6rper exprimieren, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass 

- die flQssigen Oberstande der kultivierten Hybridom-Zellen er- 
ster Generierung zur Isolation der monoklonalen humanen 
IgM-Antikorper gereinigt werden, . 

. - Mause oder Ratten mit dem gereinigten monoklonalen huma- 
nen IgM-Antikorper immunisiert werden, 

i i 

- die fur die nachfolgende Generierung isolierten B- 
Lymphozyten der bis zu vier Tagen nach der letzten Immuhi- 
sierung getoteten Mause oder Ratten isoliert werden, 

- die isolierten B-Lymphozyten einer nachfolgenden Generie- 
rung mit Myelbmzellen der Maus oder der Ratte unter Bedin- 

• ■ 

gungen in Kontakt gebracht werden, die zu einer Fusion fUh- 
ren aus der die Hybridom-Zellen der nachfolgenden Generie- 

rung hervorgehen 

- die Hybridomzellen der nachfolgenden Generierung kultiviert 

* 

werden, 

- die flOssigen Oberstande der monoklonalen Hybridorn- 
Zellenkulturen der nachfolgenden Generierung nach be- 

* 

stimmter Inkubationszeit auf die Anwesenheit von idiotypen Ig 
Antikorpem getestet werden, 
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- die in den flQssigen Oberstande der kultivierten Hybridom- 

Zellen der nachfolgender Generierung enthaltenen idiotypen 

» 

Ig-Antikorper-auf ihre spezifische Bindung an den von den 
* Hybridomzellen erster Generierung expremierten humanen 
monoklonalen Antikorper getestet werden, und 

« • 

- die in den flQssigen Oberstande der kultivierten Hybridom- 
Zellen der nachfolgenden Generierung enthaltenen idiotypen 

1 

Ig-Antikorper-auf ihre spezifische Bindung an verschiedene . 

IgM-Antikorpern hin untersucht werden. 

* » 

■ 

7. Verfahren nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, dass die 
B-Lymphozyten erster Generierung humanen Ursprungs sind und 
einem lymphatischen Organ, vorzugsweise der Milz oder des 
Lymphknotens oder dem Blut eines Karzinompatienten entnom- 
men sind. 

* 

8. Verfahren nach einem der AnsprQche 6 und 7, dadurch gekenn- 
zeichnet dass die Hybridom-Zelleri erster Generierung den hu- 
manen monoklonalen SC-1 -Antikorper oder ein funktionelles 
Fragment davon exprimieren und sezernieren und deren Ami- 
nosauesequenz substantiell ubereinstimmt mit der bekannten 
AminosSuresquenz des humanen monoklonalen SC-1- 
Antikorpers (Vollmers et al., Tumor-specific apoptosis induced by 

» « 

the human monoclonal antibody SC-1 : A new therapeutical ap- 
proach for stomach cancer, Oncology Reports 5: 35-40, 1998). 

9. Verfahren nach einem der AnsprQche 6 bis 8 , dadurch gekenn- 
zeichnet, dass die funktionellen Fragmente des humanen mono- 
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kionalen SC-1-Antikorpers (mindestens) einer der V L V H , Fv, Fc, 

* 

Fab, Fab*, F(ab') 2 Gruppen angehort. 

« 

* 

■ 

lO.Verfahren nach einem der AnsprQche 6 bis 9, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass Reinigung der IgM-Hybridom-pberstande erster 
Generierung zur Isolation der humanen rhonoklonalen Antik6rper 

■ 

durch 

■ 

- Affinitatschromatographie, oder/ und 

* 

- lonenaustauschchromatographie oder/ und 

- Gejfiltration erfolgt 

• * » * ■ 

* 

* * 

H.Verfahren nach einem der AnsprQche 6 bis 10, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass die Immunisierung derTiere durch den humanen 
monoklonalen SC-1-Antikorper, dessen Aminosauresequenz be- 
kannt (Vollmers et aL, Tumor-specific apoptosis induced by the 
human monoclonal antibody SC-1 : A new therapeutical approach 
for stomach cancer, Oncology Reports 5: 35-40, 1 998) ist, erfolgt. 

• ■ 

i • a ■ 

I 

12. Verfahren nach einem der Anspriiche 6 bis 11, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass die Immunisierung der Tiere vorzugsweise durch 
intraperitonale Injektion des gereinigten humanen monoklonalen 

- SC-1-Antikorpers erfolgt. - — 

13. Verfahren nach einem der AnsprQche 6 bis 12, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass fQr die Generierung muriner ahti SC-1 idiotyper- 
AntikQrper BALB/c Mause mit gereinigtem humanen monoklona- 
len SC-1-Antikorper immunsiert werden. 
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14.Verfahren nach einem der AnsprQche 6 bis 13, dadurch gekenn 
zeichnet, dass die Immunisierung einem festgelegteri Immunisie- 
rungsschema folgt. 



15.Verfahren nach einem der AnsprQche 6 bis 14, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass die Fusion der aus der Maus gewonnenen B- 
Lymphozyten einer nachfolgenden Generierung mit den Myelom- 
zellen der Maus in Polyethylenglykol (PEG) erfolgt. 



16.Verfahren nach einem der. AnsprQche 6 bis 15, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass fQr die Gewinnung von Hybridomzellen zweiter 

* 

Generierung zur Isolierung muriner anti SC-1-ldiotyper Antikdrper 

> • ■ 

, die vorzugsweise. aus BALB/c Mausen gewonnenen B- 

< 

Lymphozyten einer nachfolgenden Generierung mit NS-O Mye- 
lomzellen der Maus in Polyethylenglykol (PEG) fusioniert werden. 



17.Verfahren nach einem der Anspruche 6 bis 16, dadurch gekenn- 

■ 

zeichnet, dass zur Gewinnung von anti SC-1-ldiotyp-Antikorpern 

* * 

der Ratte die Fusion der aus der Ratte gewonnenen B- 
Lymphozyten einer nachfolgenden Generierung mit Myeilomzellen 
der Ratte in Polyethylenglykol (PEG) erfolgt. 



18.Verfahren nach einem der AnsprQche 6 bis 17, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass die herangewachsenen Hybridomzellen einer 
nachfolgenden Generierung unter Einsatz eines enzyme-linked- 
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immunosorbent-assays (ELISA) auf Produktion muriner Ig Anti- 

■ » 

korper getestet werden. 



19. Verfahren nach Anspruch 18, dadurch gekennzeichnet, dass 

i * 

die ELISA Assays nach 2, 3, 4 oder 5 Wochen durchgefuhrt wer- 
den. 
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20. Verwendung des anti Idiotyp-AntikSrpers gemaS einem der An- 
sprQche 1 bis 19 zur DurchfQh.njng immunhistochemischer 
bungen. 
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21. Verwendung des anti Idiotyp-AntikSrpers gemali einem der An- 
sprQche 1 bis 19 zur Durchfuhrung FACS-Anaiysen mit Hilfe ei- 
nes fluoreszenzaktivierten Zelisorters. 
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22. Verwendung des anti Idiotyp-AhtikSrpers gemaS einem der An- 

♦ * 

sprQche 1 bis 19 zur Durchfuhrung pharmakokinetischer Tests . 
zum spezifischen Nachweis des entsprechenden humarieh Anti- 
kfirpers in Blutseren. 
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23. Verwendung des anti Idiotyp-Antikerpers gemali einem der An 
sprtiche 1 bis 19 zur Vakzination. 
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Zusammenfassung 



Anti Idiotyp-Antikorper, derden humanen monoklonalen SC-1 Anti- 
korper oder Fragmente des humanen monoklonalen SC-1 Antikor- 
pers spezifisch bindet sowie die Verwendung des anti Idiotyp- 
AntikSrpers ftir Forschungs- und Diagnosezwecke, sowie die Ver- 
wendung des anti Idiotyp-Antikbrpers einer Herstellung von Zuberei- 

■ • « 

tung durch das biochemische und pharmazeutische Gewerbe. 
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Figur 1 
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Figur 2 
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